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RESISTENSI DAN POTENSI Bacillus SEBAGAI BIOREMOVAL 
LOGAM KROMIUM (Cr) 
Nama Mahasiswa : Adisya Prima Nurmalita Sari 
NRP : 1511 100 076 
Jurusan : Biologi 
Dosen Pembimbing : Dr. Enny Zulaika, MP 
Abstrak 
Kromium (Cr) tergolong logam berat yang dapat masuk ke 
lingkungan melalui limbah industri sehingga mencemari 
lingkungan. Bakteri resisten Cr mampu mengubah Cr(VI) menjadi 
Cr(III). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui resistensi dan 
potensi bioremoval kromium oleh Bacillus koleksi Laboratorium 
Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi ITS Surabaya. 
Penelitian diawali dengan uji resistensi 6 isolat Bacillus untuk 
mengetahui kemampuan tumbuh isolat pada medium yang 
mengandung Cr. Dilakukan range finding test untuk mendapatkan 
konsentrasi logam berat sebagai perlakuan bioremoval dan 
menentukan 3 isolat terpilih. Kepadatan sel diukur dengan OD 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan divisualisasikan dengan 
kurva pertumbuhan. Bioremoval Cr diukur dengan metode Atomic 
Absorption Spectroscophy selanjutnya dilakukan uji viabilitas 
dengan metode pour plate.  
Hasil penelitian menunjukkan isolat Bacillus resisten dan viabel 
terhadap logam Cr pada konsentrasi ≤ 150 mg/L. Pola pertumbuhan 
isolat Bacillus yang tercekam logam Cr relatif lebih rendah 
dibandingkan yang tidak tercekam Cr. Efisiensi bioremoval Cr yang 
paling tinggi adalah Bacillus DA11 pada konsentrasi perlakuan 
38.8 mg/L, sebesar 76.8%, 
Kata kunci: Bacillus, bioremoval, Chromium (Cr), resistensi. 
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Bacillus RESISTANCE AND POTENTIAL AS CHROMIUM (Cr) 
BIOREMOVAL 
Student name : Adisya Prima Nurmalita Sari 
NRP : 1511 100 076 
Department : Biologi 
Supervisor : Dr. Enny Zulaika, M.P. 
Abstract 
Chromium (Cr) is one of heavy metal that encountered 
environment from industrial waste so it can contaminate the 
environment. Chromium resistance bacteria can transform Cr(VI) to 
Cr(III). The aim of this research is to find out chromium resistance 
and bioremoval potential of Microbiology and Biotechnology 
Laboratory’s collection Bacillus spp. 
This research was started with resistance assay of 6 isolates 
Bacillus to determine growth ability of isolates on medium contained 
Cr. Range finding test were done to determine heavy metal 
concentration that used in research and determine 3 isolates that 
more resistance than others. Cell density were measured by OD 
using spectrophotometer UV-Vis and visualized by growt curve. 
Chromium bioremoval was measured by Atomic Absorption 
Spectroscophy method. Viability assay was done by pour plate 
method. 
The result showed that Bacillus resistant and viable on media 
contained chromium at concentration ≤ 150 mg/L. Growth pattern of 
Bacillus grown in media contained Cr was relative lower than 
control. DA11 got highest bioremoval efficiency percentage in the 
amount of 76.8% at concentration 38.8 mg/L 
Keywords: Bacillus; bioremoval; Chromium (Cr); resistance. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Logam berat adalah suatu istilah yang digunakan untuk 
sekelompok logam dan metaloid dengan densitas atom lebih dari 
5g/cm3, sebagian besar bersifat toksik, tidak dapat didegradasi 
(Chen, 2012), sehingga selalu ada di lingkungan dalam keadaan 
persisten (Laxman and More, 2002). Salah satu logam berat yang 
berbahaya adalah kromium (Cr) (Velasques and Dunsen, 2009), 
walaupun Cr dalam konsentrasi yang rendah (Nriagu and 
Nieboer, 1998).  
Sebagian besar introduksi kromium ke lingkungan 
diakibatkan oleh kegiatan antropogenik. Kromium telah banyak 
digunakan dalam berbagai macam industri, seperti industri 
penyamakan kulit, electroplating (Yun-guo et al., 2008), serta 
industri cat dan tekstil (Tian-Pei et al., 2014).  Penggunaan 
kromium yang semakin meluas dan tidak diimbangi dengan 
pengolahan limbah industri yang baik menyebabkan limbah 
industri yang mengandung kromium akan dilepas begitu saja ke 
lingkungan (Laxman and More, 2002) sehingga dapat mencemari 
lingkungan. 
Kromium yang banyak dijumpai di alam adalah kromium 
bervalensi VI (Cr (VI)) dan kromium bervalensi III (Cr (III)). Cr 
(VI) sangat mudah larut dalam air dan bersifat mobile sehingga
dapat terakumulasi dalam tubuh manusia melalui rantai makanan.
Cr (VI) lebih berbahaya terhadap manusia, hewan, dan
lingkungan dibanding Cr (III) karena dapat menyebabkan
penyakit kulit atau gangguan saluran pernapasan dan bersifat
karsinogenik (Yun-guo et al., 2008).
Beberapa bakteri resisten terhadap kromium, di antaranya 
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Deincoccus, Shewanella, 
Agrobacterium, Escherichia, dan Thermus (Ohtake et al., 1987). 
Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam Cr antara lain 
melalui mekanisme reduksi Cr (VI) ekstraseluler dan intraseluler, 
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pengurangan penyerapan melalui jalur sulfat, dan pompa Cr(VI) 
(Thatoi et al., 2014). Bakteri anggota genus Bacillus dapat 
melakukan bioremoval terhadap logam Cr dengan menurunkan 
valensi dari Cr VI menjadi Cr III sehingga toksisitas logam Cr 
tersebut menjadi berkurang (Yun-guo et al., 2008).  
 Merkuri dan kromium adalah logam berat yang bersifat 
toksik walaupun dalam konsentrasi sangat rendah (Govind and 
Madhuri, 2014). Isolat Bacillus spp. merupakan bakteri yang 
diisolasi dari Sungai Kalimas Surabaya, telah diketahui 
merupakan bakteri resisten merkuri (Zulaika et al., 2012), dan 
secara enzimatis mampu menurunkan kadar merkuri dari media 
kulturnya (Zulaika and Sembiring, 2014). Selain itu, isolat 
tersebut juga diketahui resisten terhadap logam Hg, Cd, Pb, dan 
Cu (Zulaika dkk, 2012). Isolat Bacillus spp. belum diketahui 
resistensi dan kemampuan bioremoval-nya terhadap logam Cr 
sehingga diharapkan isolat Bacillus spp. juga resisten terhadap 
kromium dan mampu melakukan bioremoval terhadap kromium. 
 
1.2 Permasalahan 
Rumusan permasalahan dalam penelitian ini adalah sebagai 
berikut. 
1. Apakah semua isolat Bacillus resisten terhadap logam berat 
kromium? 
2. Jika resisten, bagaimana potensi isolat tersebut dalam me-
removal logam Cr? 
 
1.3 Batasan Masalah 
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut. 
1. Isolat yang digunakan untuk uji resistensi adalah isolat 
Bacillus spp. yang diisolasi dari Kalimas Surabaya 
dengan kode isolat A6, S1, S6, SS19, dan DA11. 
2. Kromium yang digunakan adalah senyawa potasium 
dikromat (K2Cr4O7) yang merupakan salah satu bentuk Cr 
valensi VI. 
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3. Konsentrasi Cr VI dianalisis dengan AAS (Atomic 
Absorption Spectroscophy) dengan panjang gelombang 
(χ) = 357.9 nm (Monteiro et al., 2002). 
4. Konsentrasi Cr yang digunakan adalah sesuai dengan 
range finding test. 
 
1.4 Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 
1. Mendapatkan isolat Bacillus yang resisten terhadap Cr. 
2. Mengetahui kemampuan Bacillus dalam melakukan 
bioremoval terhadap logam Cr. 
 
1.5 Manfaat 
Manfaat dari penelitian ini adalah diharapkan mendapat isolat 
Bacillus yang dapat dimanfaatkan sebagai agen bioremoval logam 
Cr dan dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai agen 
bioremediasi lahan tercemar Cr yang ramah lingkungan. 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1  Kromium (Cr) 
Kromium (Cr) merupakan suatu unsur yang tergolong dalam 
logam transisi golongan VIB. Unsur ini memiliki nomor atom 24 
dengan massa atom sebesar 52. Dalam tabel periodik, unsur ini 
berada pada urutan ke-24. Kromium mudah bereaksi dengan 
unsur lain membentuk suatu senyawa baru karena adanya dua 
elektron di kulit terluarnya. Kromium murni tidak dapat bereaksi 
dengan unsur lain secara kimiawi. Hal ini menyebabkan kromium 
menjadi tahan terhadap korosi. Secara fisik, unsur ini merupakan 
logam berwarna keabu-abuan yang terlihat mengkilap ketika 
digosok (Lepora, 2005). 
Kromium jarang ditemukan dalam bentuk murni di alam. 
Kebanyakan kromium ditemukan dalam bentuk mineral berupa 
kromit (chromite) (Roza, 2013). Kromium tersedia di alam dalam 
beberapa bilangan oksidasi, akan tetapi tidak semua dari bilangan 
oksidasi tersebut memiliki kestabilan yang sama. Bilangan 
oksidasi kromium terdapat dalam rentang Cr6+ (Cr(VI)) hingga 
Cr0 (Nriagu and Nieboer, 1988). 
Bilangan oksidasi yang banyak ditemukan di alam adalah 
Cr(III) dan Cr(VI). Menurut Gomez and Callao dalam Ahmad et 
al. (2009), Cr(III) dan Cr(VI) ada di lingkungan sebagai hasil dari 
pelepasan limbah. Kromium menjadi fokus perhatian pada 
industri dan lingkungan karena unsur ini tidak dapat didegradasi 
secara alami. Cr(VI) lebih toksik dibanding Cr(III) sehingga dapat 
membentuk senyawa lain yang berbahaya. 
  
2.2  Toksisitas Kromium 
Penelitian mengenai bahaya kromium telah banyak 
dilakukan sejak seabad yang lalu. Paparan beberapa senyawa 
kromium dapat menyebabkan asma, kanker paru-paru, luka pada 
rongga hidung dan kulit, dan alergi pada kulit (Katz and Salem, 
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1994). Kromat dalam bentuk anion sangat mudah larut dalam air 
dan dapat menghambat permeabilitas seluler (Thacker et al., 
2006). Logam berat oxianion ikut dalam jalur metabolisme yang 
secara struktural tidak membutuhkan adanya logam berat dalam 
jalur tersebut, sehingga mengganggu jalur metabolisme 
(Srivastava and Thakur, 2006). 
Cr(VI) atau hexavalent chromium merupakan salah satu 
bentuk kromium yang paling berbahaya. Menurut Yun-guo et al. 
(2008), Cr(VI) dan senyawa yang mengandung Cr(VI) sangat 
mudah larut dalam air dan bersifat mobile sehingga dapat 
terakumulasi dalam tubuh manusia melalui rantai makanan. 
Cr(VI)  telah dikategorikan sebagai logam berat paling berbahaya 
karena dapat menyebabkan penyakit kulit dan saluran pernapasan 
melalui kontak langsung dan bersifat karsinogenik. 
  
2.3  Bakteri Resisten Kromium 
Dhal et al. dalam Thatoi et al. (2014) menyebutkan untuk 
kepentingan  bioremediasi, digunakan bakteri yang memiliki 
kemampuan resistensi terhadap kromium dan kemampuan 
mereduksi Cr(VI) menjadi Cr(III), mengingat Cr(III) merupakan 
bentuk kromium yang lebih stabil di lingkungan. Coleman et al. 
dalam Thatoi et al. (2014) mengatakan mikroorganisme yang 
memiliki kemampuan mereduksi Cr(VI) disebut bakteri pereduksi 
kromium (chromium reducing bacteria / CRB), seperti 
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Deincoccus, Shewanella, 
Agrobacterium, Escherichia, dan Thermus (Ohtake et al., 1987). 
Menurut Thatoi et al (2014), terdapat empat mekanisme resistensi 
Cr(VI) pada bakteri, antara lain: 
1. Pengurangan penyerapan Cr(VI), mekanisme ini terkait 
dengan jalur penyerapan sulfat (SO4
2-), Cr(VI) akan masuk 
ke dalam membran sel melalui jalur penyerapan sulfat  
(SO4
2-) karena kromat memiliki struktur yang sama dengan 
sulfat sehingga Cr(VI) dapat dengan mudah masuk ke dalam 
membran sel (Wenbo et al., 2000).  
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2. Reduksi Cr(VI) ekstraseluler, Cr(VI) direduksi di luar 
membran sel menjadi Cr(III) akibat reaksi dengan gugus 
fungsional di permukaan sel bakteri (Ngwenya and Chirwa, 
2011), seperti karboksil, amin, hidroksil, fosfat, sulfhidril 
(Parmar et al., 2000), yang kemudian Cr(III) diikat oleh 
peptidoglikan pada dinding sel bakteri (Hoyle and 
Beveridge, 1983). Adanya reduksi ekstraseluler Cr(VI) dan 
pengikatan Cr(III) oleh peptidoglikan sehingga tidak adanya 
Cr(VI) yang masuk ke dalam sel (Thathoi et al., 2014). 
3. Reduksi Cr(VI) intraseluler, mekanisme ini terjadi setelah 
Cr(VI) masuk ke dalam sel bakteri. Di dalam sel, Cr(VI) 
direduksi menjadi Cr(III) dengan membentuk unsur 
intermediet, Cr(V), yang dioksidasi kembali menjadi Cr(VI). 
Proses ini menyebabkan terbentuknya ROS (reactive oxygen 
species), yang berakibat terjadinya tekanan oksidatif dalam 
sel (Ramirez-Diaz et al., 2008).  
4. Pompa Cr(VI) dari dalam sel, adanya pompa ion kromat 
pada sitoplasma sel dapat mencegah akumulasi ion toksik 
dalam sel bakteri. Pompa ion tersebut adalah protein ChrA, 
yang berfungsi sebagai pompa yang mengeluarkan kromat 
dari sitoplasma atau periplasma keluar sel (Ramirez-Diaz et 
al., 2008). 
Penelitian mengenai bakteri resisten kromium telah banyak 
dilakukan. Viti et al. (2009) menyatakan bahwa Pseudomonas 
corrugate 28 merupakan bakteri yang tingkat resistensi terhadap 
kromiumnya sangat tinggi. Adanya gen oscA yang disisipkan 
dalam bakteri tersebut menyebabkan Pseudomonas corrugata 28 
resisten terhadap Cr(VI). Ahmad et al. (2009) melakukan 
penelitian mengenai Acinetobacter haemolyticus yang diisolasi 
dari limbah tekstil yang mengandung Cr(VI), yang mana bakteri 
ini resisten terhadap Cr(VI) hingga konsentrasi 30 dan 90 ppm 
dalam medium padat dan cair LB (Luria Bertani). Bacillus 
sphaericus yang diisolasi dari suatu wilayah di Chidyatapu and 
Rutland Island of Andaman, India, juga dilaporkan resisten 
8 
 
 
terhadap kromium hingga konsentrasi 800 ppm dan mampu 
mereduksi >80% Cr(VI) selama masa pertumbuhannya. Reduksi 
Cr(VI) tersebut menggunakan glukosa dan yeast extract sebagai 
elektron donor (Pal and Paul, 2004). Bacillus cereus SJ1 dan 
Bacillus thuringiensis strain 92 – 97 diketahui resisten terhadap 
Cr(VI). Mekanisme resistensi  Bacillus cereus SJ1 dan Bacillus 
thuringiensis strain 92 – 97 diduga diatur oleh operon chlrA1 dan 
gen chrA diduga merupakan transpoter Cr(VI). Operon chlrA1 
dan gen chrA telah diketahui merupakan inducible genes (He et 
al., 2010). 
 
2.4 Genera Bacillus 
Genus Bacillus merupakan genera bakteri yang berbentuk 
batang lurus dengan ukuran 0.5 – 2.5 x 1.2 – 10 µm dan sering 
tersusun berpasangan atau membentuk rantai dengan ujung kotak 
atau membulat. Genus Bacillus termasuk bakteri Gram positif, 
bersifat motil dengan flagella peritrik, memiliki satu endospora 
tiap sel dan sangat resisten terhadap banyak kondisi lingkungan 
yang kurang baik. Genera Bacillus bersifat aerob atau anaerob 
fakultatif, katalase positif, mampu tumbuh pada medium yang 
mengandung NaCl 5%, memiliki kemampuan fisiologis yang luas 
dengan faktor lingkungan seperti pH, temperatur, dan salinitas. 
Merupakan bakteri kemoautotrof yang mampu hidup secara 
fermentatif maupun respiratif (Holt et al., 1994). 
Bacillus diketahui resisten terhadap berbagai macam logam 
berat. Zulaika dkk. (2011) menyebutkan bahwa Bacillus yang 
diisolasi dari Kalimas Surabaya resisten terhadap merkuri (Hg). 
Bacillus S1, SA1, SS19, dan D11 diketahui resisten terhadap 
logam Pb, Cd, dan Cu (Arinda et al., 2012). Adanya 
eksopolisakarida (EPS) memungkinkan terikatnya logam pada 
permukaan sel mikroorganisme (Vijayarghavan and Yun, 2008). 
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2.5 Bioremoval Logam Berat 
Bioremoval merupakan suatu proses menghilangkan 
kontaminan yang terlarut dalam suatu larutan yang berupa logam 
berat menggunakan potensi metabolit suatu mikroorganisme 
untuk menghilangkan logam berat tersebut. Dalam 
menghilangkan logam berat yang mencemari suatu area, dapat 
digunakan mikroorganisme, seperti bakteri atau mikroalga dan 
sianobakteria. Mekanisme yang digunakan dalam proses 
bioremoval adalah biosorpsi dan bioakumulasi (Focardi et al., 
2013).  
Biosorpsi logam berat merupakan suatu proses penyerapan 
logam berat oleh sorben yang berupa material biologis dalam 
suatu solven tertentu. Material biologis memiliki afinitas 
(kecenderungan suatu unsur atau senyawa untuk membentuk 
suatu ikatan kimia dengan unsur atau senyawa lain) yang lebih 
tinggi dibanding logam berat, sehingga logam berat tertarik ke 
material biologis dan dihilangkan dengan mekanisme tertentu.  
(Das et al., 2008). Lebih jelas lagi, Zabochnicka-Swiatek and 
Krzywonos (2014) menjelaskan bahwa biosorpsi merupakan 
suatu proses fisika-kimia pengikatan ion logam (berbentuk 
kation) oleh membran sel makhluk hidup, khususnya 
mikroorganisme, yang mana pada membran sel terdapat  senyawa 
bermuatan negatif, melalui mekanisme tertentu, seperti mealui 
pertukaran ion atau pembentukan kompleks logam-gugus 
fungsional membran sel. Biosorpsi memungkinkan penggunaan 
sel yang dimatikan (dead cells) untuk mengikat logam berat. 
Bioakumulasi merupakan suatu proses pengikatan logam atau 
senyawa organik yang toksik di dalam sel. Metabolisme 
mikroorganisme bioakumulator menjadi hal yang penting dalam 
proses bioakumulasi. Logam berat toksik masuk ke dalam sel 
dengan membentuk kompleks logam-membran sel, seperti pada 
biosorpsi, kemudian logam berat toksik masuk ke dalam sel 
melalui jalur transport aktif (Chojnacka, 2010). Pada proses 
bioakumulasi sel menyerap ion logam, kemudian logam masuk ke 
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dalam sel melalui jalur yang sama dengan jalur masuk nutrisi 
yang dibutuhkan sel mikroorganisme (Zabochnicka-Swiatek and 
Krzywonos, 2014). 
 
2.6 Mekanisme Bioremoval Kromium 
Mikroorganisme dapat meremove suatu jenis logam di 
lingkungan atau aliran limbah dengan cara mereduksi bilangan 
oksidasi logam tersebut menjadi lebih rendah (Lovely dalam 
Thatoi et al., 2014). Senyawa toksik, khususnya logam berat, 
cenderung melalui jalur reduksi dibanding oksidasi, mengingat 
logam dalam bentuk tereduksi secara umum bersifat lebih tidak 
toksik. Suatu logam yang memiliki bilangan oksidasi lebih tinggi 
biasanya lebih toksik dibandingkan logam dengan bilangan 
oksidasi yang lebih rendah (Thatoi et al., 2014). 
Removal atau degradasi Cr dapat dilakukan secara aerobik 
maupun anaerobik (EPA dalam Thatoi eat al., 2014). Bacillus 
merupakan salah satu mikroba yang dapat mendegradasi Cr(VI) 
menjadi Cr(III) (Chirwa and Molokwane, 2011). Degradasi Cr 
yang dilakukan oleh Bacillus terjadi secara aerobik (Ohtake 
dalam Thathoi et al., 2014). Proses ini membutuhkan oksigen 
(O2) sebagai elektron aseptor (EPA dalam Thathoi eat al., 2014) 
dan NAD(P)H sebagai elektron donor, dengan melibatkan 
NADH-dehidrogenase yang terletak di periplasma (Chirwa and 
Molokwane, 2011). Cr(VI) menerima tiga elektron dari NADH 
sehingga Cr(VI) berubah menjadi Cr(III), yang terjadi dalam dua 
tahap. Cr(VI) menerima satu elektron dari molekul NADH 
sehingga terbentuk Cr(V), kemudian Cr(V) menerima dua 
elektron sehingga terbentuk Cr(III) (Singh et al. dalam Thatoi et 
al., 2014). Berikut ini adalah reaksi degradasi Cr(VI) menjadi 
Cr(III). 
 
Cr6+ + e-        Cr5+  (1) 
 
Cr5+ + 2e-          Cr3+ (2) 
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Cr(III) yang telah terbentuk selanjutnya akan terikat ke gugus 
fungsional bermuatan negatif yang ada pada membran sel. Cr(III) 
juga dapat membentuk kompleks dengan membran sel dan kapsul 
eksopolimer yang dapat menghambat masuknya Cr(III) ke dalam 
sitoplasma (McLean and Beveridge dalam Thatoi et al., 2014). 
Gambar 2.1 Mekanisme Degradasi Logam Cr (Chriwa and 
Molokwane, 2011) 
Keterangan: Site I: Degradasi secara aerobik; Site II: degradasi secara 
anaerobik; NADH-DH: NADH-dehidrogenase; U: ubiquinone; cyt-b: 
sitokrom b; cyt-c: sitokrom c; cyt-aa3: sitokrom aa3 
Removal atau degradasi Cr juga dapat terjadi secara 
anaerobik, yang menggunakan Cr(VI) sebagai elektron aseptor 
terakhir dan melibatkan enzim reduktase atau protein yang berada 
di membran (membrane bound reductase), seperti flavin 
reduktase, sitokrom, dan hidrogenase yang merupakan salah satu 
penyusun sistem transpor elektron (Thatoi et al., 2014). 
Karbohidrat, protein, lemak, hidrogen (H2), dan NAD(P)H dapat 
bertindak sebagai elektron donor (Singh et al. dalam Thatoi et al., 
2014). Elektron yang berasal dari elektron donor akan melalui 
beberapa sitokrom, seperti sitokrom b, sitokrom c, dan sitokrom 
aa3. Kemudian elektron tersebut akan diterima oleh elektron 
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aseptor terakhir, yaitu Cr(VI), sehingga Cr(VI) akan tereduksi 
menjadi Cr(III) (Thatoi et al., 2014). Cr(III) selanjutnya 
mengalami presipitasi menjadi Cr(OH)3 (Singh et al. dalam 
Thatoi et al., 2014). Berikut ini adalah reaksi reduksi Cr(VI) 
menjadi Cr(III) dengan glukosa sebagai elektron donor. 
 
CrO4
2-
(aq) + 8H
+ + 3e-         Cr3+(aq) + 4H2O  (1) 
 
Cr3+(aq) + 4H2O          Cr(OH)3 (s) + 3H
+
(aq) + H2O  (2) 
 
C6H12O6 + 8CrO4
2-
(aq) + 14H2O          8Cr(OH)3 (s) + 10OH
- + 
6HCO-(aq)      (3) 
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BAB III 
METODOLOGI 
 
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Januari hingga Mei 2015 di 
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi, 
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut 
Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya. 
 
3.2 Metode yang Digunakan 
3.2.1 Persiapan dan Subkultur Isolat Bacillus 
Persiapan dilakukan dengan subkultur isolat Bacillus dengan 
tujuan meremajakan isolat yang akan diuji sehingga isolat dalam 
kondisi optimal ketika dilakukan pengujian. Isolat uji yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah Bacillus koleksi 
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi 
ITS Surabaya dengan kode isolat A6, S1, S6, SS19, DA11 dan 
Bacillus cereus ATCC 1178 sebagai kontrol. Subkultur isolat 
Bacillus dilakukan dengan menggunakan medium nutrient agar 
(NA) yang telah disterilisasi dengan autoklaf bertekanan 1,5 atm 
dan suhu 121°C selama 15 menit. Isolat diambil sebanyak satu 
ose, kemudian digores dengan metode continue streak slant pada 
medium miring NA dalam tabung reaksi dan diinkubasi selama 
24 jam pada suhu ruang. Keberhasilan subkultur ditandai dengan 
tumbuhnya isolat pada medium miring NA. 
 
3.2.2 Uji Rekonfirmasi Genus Bacillus 
Uji rekonfimasi masing-masing isolat Bacillus A6, S1, S6, 
SS19, dan DA11 sesuai karakter kunci untuk genus Bacillus 
menggunakan panduan Bergey’s Manual Determinative 
Bacteriology. Selanjutnya dilakukan generic assignment dan 
profile matching sesuai karakter kunci genus Bacillus (Holt et al, 
1994).  
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3.2.3 Uji Resistensi Bacillus Terhadap Logam Cr 
Resistensi Bacillus terhadap logam Cr diuji untuk mengetahui 
apakah isolat uji mampu resisten ketika dipapar logam Cr atau 
tidak. Uji resistensi dilakukan dengan menumbuhkan isolat 
Bacillus umur 24 jam pada media NA-K2Cr2O7 dengan metode 
continue streak plate secara aseptis. Media NA-K2Cr2O7 
mengandung 0.1 mg/L K2Cr2O7. Kultur diinkubasi selama 24 jam 
dalam suhu ruang. Koloni yang tumbuh merupakan isolat yang 
resisten terhadap K2Cr2O7. 
 
3.2.4 Range Finding Test Bacillus Terhadap Logam Cr 
Pengujian range finding test dilakukan untuk mengetahui 
konsentrasi logam Cr yang dapat ditoleransi oleh Bacillus spp. 
secara optimal. Isolat ditumbuhkan secara aseptis pada media NA 
yang mengandung K2Cr2O7 dengan konsentrasi mulai 5, 10, 20, 
30, hingga konsentrasi maksimal (mg/L) yang mampu ditoleransi 
isolat. Kultur diinkubasi selama 24 jam dalam suhu ruang. Isolat 
yang tumbuh adalah isolat yang resisten terhadap logam Cr. 
Dipilih 3 isolat yang memiliki kemampuan resistensi terhadap 
logam Cr yang lebih baik dibanding isolat lain. Konsentrasi yang 
akan digunakan dalam uji bioremoval adalah  konsentrasi yang 
berada 3 level di bawah konsentrasi maksimal dan dapat 
ditoleransi oleh isolat uji, misal X1, X2, dan X3 ppm. 
 
3.2.5 Uji Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam Logam Cr 
Uji viabilitas isolat Bacillus ditentukan dengan mengamati 
kurva pertumbuhan isolat dalam medium NB-Cr. Pembuatan 
kurva pertumbuhan dilakukan dengan membuat starter isolat uji. 
Satu ose isolat diinokulasikan secara aseptis ke dalam 10 ml 
media NB-Cr dan diinkubasi selama 24 jam di atas rotary shaker. 
Sebanyak 10 ml kultur ditambahkan ke dalam 90 ml media NB-
Cr dan diinkubasi selama 24 jam di atas rotary shaker. Sebanyak 
20 ml kultur ditambahkan ke dalam 180 ml media NB-Cr dan 
diinkubasi selama 24 jam di atas rotary shaker. Konsentrasi 
logam Cr yang digunakan adalah sesuai dengan range finding 
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test. Selanjutnya diukur optical density (OD) dengan 
spektrofotometer (χ = 600 nm).  Pengukuran OD dilakukan setiap 
setengah jam dari jam ke-0 sampai dengan jam ke-4, setelah jam 
ke-4 dilakukan pengukuran setiap 2 jam sekali. Data pengukuran 
OD ditampilkan dalam bentuk kurva dengan sumbu x sebagai 
waktu pengukuran dan sumbu y sebagai nilai OD yang didapat. 
3.2.6 Penentuan Umur Perlakuan Bioremoval Cr (µ jam) pada 
Isolat Bacillus 
Umur perlakuan isolat untuk uji bioremoval ditentukan dari 
kurva pertumbuhan pada media control (NB tanpa logam Cr). 
Pembuatan kurva pertumbuhan pada media NB tanpa logam sama 
dengan pembuatan kurva pertumbuhan pada media NB dengan 
logam. Umur perlakuan dapat dihitung dengan formula sebagai 
berikut. 
µ = (a – b) / 2 
3.2.7 Uji Bioremoval Isolat Bacillus Terhadap Logam Cr 
Uji bioremoval dimaksudkan untuk mengetahui konsentrasi 
logam Cr yang dapat diremoval oleh Bacillus. 
Pembuatan Larutan Stok 
Larutan stok logam Cr dibuat dengan konsentrasi 200 ppm 
dengan cara 20 mg K2Cr2O7 ditambahkan akuades sampai dengan 
100 ml. 
Pembuatan Kultur Starter dan Perlakuan Pemaparan Logam Cr 
Sebanyak 1 ose isolat diinokulasikan secara aseptis ke 
dalam 20 ml media NB (nutrient broth) dan diinkubasi selama 
20 jam di atas rotary shaker. Sebanyak 20 ml kultur 
ditambahkan ke dalam 80 ml media NB dan diinkubasi selama 
20 jam di atas rotary shaker pada suhu ruang. Sebanyak 45 ml 
kultur ditambahkan ke dalam 180 ml media NB dan diinkubasi 
sampai mencapai μ jam. Sebelum pemaparan logam Cr 
Keterangan: μ= umur kultur yang akan 
diberi perlakuan; a= waktu fase log akhir; 
b= waktu fase log awal 
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kepadatan sel pada μ jam dihitung dengan haemacytometer 
hingga kepadatan sel 106. Kultur yang telah berumur μ jam 
kemudian dituang ke dalam 3 botol masing-masing 50 ml untuk 
dipapar logam Cr dengan konsentrasi X1, X2, dan X3 ppm. 
Medium NB yang mengandung logam Cr dengan konsentrasi X1, 
X2, dan X3 mg/L tanpa isolat digunakan sebagai kontrol. Masing-
masing konsentrasi dilakukan pengulangan sebanyak 2 kali. 
Semua kultur diinkubasi selama 24 jam di atas rotary shaker 
dengan kecepatan 100 rpm. 
 
Pengukuran Konsentrasi Logam Cr yang Diremoval 
Sebanyak 50 ml kultur yang telah dipapar logam Cr dengan 
konsentrasi X1, X2, dan X3 ppm (24 jam inkubasi) disentrifugasi 
dengan kecepatan 4000 rpm selama 20 menit. Filtrat dipisahkan 
dari pellet bakteri dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 
Ditambah 10 tetes HNO3 kemudian dipanaskan selama 10 menit. 
Selanjutnya logam yang diremoval oleh Bacillus diukur 
konsentrasinya dengan AAS dengan panjang gelombang 357.9 
nm. Konsentrasi logam Cr yang diremoval Bacillus dan efisiensi 
removal dihitung dengan formula rumus sebagai berikut.  
 
 
R = Ko - Ka  
E = (R / Ko) x 100% 
 
 
 
3.2.8 Uji Viabilitas Bacillus  
Uji viabilitas isolat dimaksudkan untuk mengetahui 
viabilitas (daya hidup) Bacillus 24 jam setelah dipapar logam Cr. 
Sebanyak 100 µl isolat terpapar logam Cr diinokulasikan pada 
medium NA dengan metode pour plate. Viabilitas ditentukan 
dengan metode CFU (colony forming unit). Jika koloni yang 
tumbuh >300 maka dilakukan pengenceran hingga didapat koloni 
yang tumbuh antara 30 – 300 CFU dalam suatu cawan Petri. 
Keterangan: R= konsentrasi Cr(VI) yang 
diremoval Bacillus; Ko= konsentrasi awal 
Cr(VI) dalam medium tanpa inokulum 
Bacillus; Ka= konsentrasi akhir Cr(VI) 
pada filtrat medium setelah dipisah dai 
pellet Bacillus; E = efisiensi removal 
logam Cr(VI) 
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Isolat yang tumbuh merupakan isolat yang mempunyai viabilitas 
terhadap paparan Cr. 
  
3.3 Rancangan Penelitian dan Analisis Data 
Penelitian dilakukan dengan metode deskriptif kualitatif 
untuk uji resistensi dan uji viabilitas isolat Bacillus setelah 
dipapar logam, serta deksriptif kuantitatif untuk uji bioremoval 
Cr. Rancangan untuk uji bioremoval menggunakan rancangan 
acak lengkap (RAL), dengan perlakuan 3 isolat dan 3 konsentrasi 
berbeda. 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1  Uji Rekonfirmasi Genus Bacillus 
Isolat yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat 
koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan 
Biologi ITS, yaitu Bacillus cereus ATCC 1178 sebagai kontrol 
dan Bacillus A6, DA11, S1, S6, dan SS19 yang diisolasi dari 
Kalimas Surabaya (Zulaika et al., 2012).  
Uji konfirmasi dilakukan untuk memastikan bahwa isolat 
Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 adalah benar-benar genus 
Bacillus. Konfirmasi dilakukan dengan metode generic 
assignment berdasarkan profile matching karakter kunci yang 
terdapat pada Bergey’s Manual Determinative Bacteriology (Holt 
et al., 1994). 
Hasil profile matching isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan 
DA11 menunjukkan bahwa isolat tersebut berbentuk basil, 
bersifat Gram-positif, mampu menghasilkan endospora, memiliki 
enzim katalase, bersifat aerob sampai anaerob fakultatif, bersifat 
motil, dan kemoorganotrof (Tabel 4.1). 
 
Tabel 4.1 Hasil Uji Rekonfirmasi Bacillus spp. 
Karakter Kunci 
Bacillus* 
Isolat 
A6 DA11 S1 S6 SS19 
Berbentuk basil + + + + + 
Gram positif + + + + + 
Endospora + + + + + 
Katalase + + + + + 
Aerob-Fakultatif 
Anaerob 
+ + + + + 
Motil + + + + + 
Kemoorganotrof + + + + + 
*Holt et al., 1994 
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Berdasarkan Holt et al. (1994), genus Bacillus adalah sel 
yang berbentuk batang, ukuran 0.5-2.5 x 1.2-10 µm. Sel 
menunjukkan sifat Gram positif dengan pewarnaan Gram. Sel 
genus Bacillus bersifat motil karena adanya peritrichous flagella. 
Genus ini mampu membentuk endospora berbentuk oval dan 
terkadang berbentuk bulat atau silinder, sangat resisten terhadap 
kondisi yang tidak menguntungkan. Endospora hanya satu dalam 
suatu sel. Bacillus bersifat aerob hingga fakultatif anaerob untuk 
kebutuhan oksigennya. Genus ini juga bersifat kemoorganotrof 
dan katalase positif. Berdasarkan hasil uji konfirmasi di atas, 
dapat dipastikan bahwa isolat A6, S1, S6, SS19, dan DA11 adalah 
genus Bacillus. 
 
4.2 Resistensi dan Range Finding Test Bacillus Terhadap 
Logam Cr 
Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan 
tumbuh isolat Bacillus pada medium yang mengandung logam 
berat Cr. Hasil uji resistensi menunjukkan bahwa isolat dapat 
tumbuh pada medium nutrient agar yang mengandung Cr sampai 
dengan konsentrasi 300 mg/L (Tabel 4.2). Semua isolat dapat 
tumbuh dengan baik karena pertumbuhan koloni mengikuti pola 
streak yang dibuat secara penuh (Gambar 4.1). 
Koloni Bacillus dapat tumbuh dengan baik pada medium 
yang mengandung logam Cr pada konsentrasi ≤ 100 mg/L, dan  
kemampuan pertumbuhan koloni isolat Bacillus mengalami 
penurunan seiring dengan meningkatnya konsentrasi logam Cr 
dalam medium nutrient agar. Koloni Bacillus tumbuh cukup baik 
pada konsentrasi 150 - 300 mg/L, kecuali isolat Bacillus A6 dan 
S6 yang tumbuh kurang baik pada konsentrasi 250 dan 300 mg/L. 
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Tabel 4.2 Resistensi Bacillus Terhadap K2Cr2O7 
Isolat 
Bacillus 
Pertumbuhan isolat Bacillus spp. pada medium yang 
mengandung K2Cr2O7 (mg/L) 
0.1 50 100 150 200 250 300 
A6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
DA11 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S1 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
SS19 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
B. 
cereus 
+++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
Keterangan: +++ (baik), ++ (cukup baik), + (kurang baik) 
 
Pertumbuhan koloni semua isolat Bacillus  pada medium 
nutrient agar mengandung Cr terlihat lebih tipis dibandingkan 
koloni yang tumbuh pada medium nutrient agar tanpa logam. 
Pada konsentrasi 50 mg/L, koloni yang tumbuh masih memiliki 
ketebalan yang hampir sama dengan kontrol (isolat yang 
ditumbuhkan di medium nutrient agar tanpa logam). Pada 
konsentrasi Cr 100 mg/L, koloni yang tumbuh tidak lebih tebal 
dibanding koloni yang tumbuh pada konsentrasi 50 mg/L, 
walaupun koloni tumbuh mengikuti pola streak. Ketebalan koloni 
semakin berkurang seiring dengan meningkatnya konsentrasi Cr. 
Koloni paling tipis tumbuh pada konsentrasi 300 mg/L, seperti 
terlihat pada Gambar 4.1. 
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Isolat 
Konsentrasi K2Cr2O7 (mg/L) 
0.1 50 100 150 300 
A6 
 
 
 
    
S1 
 
 
 
 
 
   
S6 
 
 
 
    
SS19 
  
   
Gambar 4.1 Pertumbuhan Koloni Bacillus spp. dalam NA-Cr 
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Isolat 
Konsentrasi K2Cr2O7 (mg/L) 
0.1 50 100 150 300 
DA11 
  
   
B. 
cereus 
ATC
C 
1178 
  
   
Gambar 4.1 Pertumbuhan Koloni Bacillus spp. dalam NA-Cr 
 
Berdasarkan hasil uji resistensi tersebut dipilih tiga isolat 
yang lebih resisten dibandingkan isolat lain sebagai isolat uji 
bioremoval Cr yaitu Bacillus S1, SS19 dan DA11. Konsentrasi Cr 
yang dipilih (range finding test) adalah tiga konsentrasi di bawah 
konsentrasi maksimal, yaitu 50, 100, dan 150 ppm untuk 
perlakuan bioremoval.  
Mekanisme resistensi  Bacillus diatur oleh operon chlrA1 
dan gen chrA yang diduga merupakan transpoter Cr(VI). Operon 
chlrA1 dan gen chrA telah diketahui merupakan inducible genes, 
yaitu gen yang akan terekspresi dalam kondisi tertentu. Adanya 
penambahan Cr ke dalam medium pertumbuhan menyebabkan 
aktifnya gen chrA. Ekspresi dari kedua gen tersebut adalah suatu 
protein transporter (chrA1) yang dapat mengeluarkan kromat dari 
dalam sel menggunakan proton-motive force sehingga chrA1 
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bertanggung jawab terhadap sifat resistensi Bacillus terhadap Cr 
(He et al., 2010). 
Mekanisme masuknya kromium heksavalen (Cr6+) ke dalam 
sel bakteri, salah satunya melalui jalur masuknya sulfat ke dalam 
sel. Cr6+ dapat masuk ke dalam membran sel melalui jalur 
penyerapan sulfat  (SO4
2-) karena Cr6+  memiliki struktur yang 
sama dengan sulfat sehingga Cr6+ dapat dengan mudah masuk ke 
dalam membran sel menggantikan SO4
2- (Wenbo et al., 2000). 
Jika di dalam sel bakteri terdapat enzim intraselular kromat 
reduktase, Cr6+  akan direduksi menjadi Cr3+. Jika tidak terdapat 
enzim intraselular kromat reduktase, Cr6+ terakumulasi di dalam 
sel dan menginduksi operon chr, sehingga mengaktifkan pompa 
efluks kromat yang dikode oleh chrA. Dengan demikian, sel 
bakteri terlindung dari toksisitas Cr6+ karena Cr6+  dikeluarkan dari 
sel melalui pompa eflukskromat tersebu(Joutey et al., 2015). 
Menurut Colak et al. dalam Trihadiningrum et al. (2014) 
bakteri Gram-positif memiliki kemampuan lebih tinggi dalam 
mengikat logam dibandingkan bakteri Gram-negatif. Struktur 
dinding sel bakteri Gram-positif tersusun atas asam theikoat 
(theicoic acids) dan bentuk asam lain yang berasosiasi dengan 
dinding sel. Selain itu, adanya fosfat dan gugus karboksil pada 
dinding sel bakteri Gram-positif berperan penting dalam 
pengikatan logam. 
 
4.3 Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam Logam Cr 
Pola pertumbuhan Bacillus yang tercekam logam Cr 
digunakan untuk mengetahui daya hidup isolat pada media yang 
terpapar logam Cr dengan konsentrasi berdasarkan range finding 
test, yaitu 50, 100, dan 150 mg/L nutrient broth-Cr. Daya hidup 
isolat dapat dilihat dari pola pertumbuhan pada Gambar 4.2 
sampai 4.5 
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Gambar 4.2 Kurva Pertumbuhan Bacillus S1 
 
 
Gambar 4.3 Kurva Pertumbuhan Bacillus SS19 
 
 
Gambar 4.4 Kurva Pertumbuhan Bacillus DA11 
 
 
Gambar 4.5 Kurva Pertumbuhan Bacillus cereus ATCC 1178 
26 
 
 
Berdasarkan pola pertumbuhan pada gambar 4.2 sampai 4.5, 
isolat Bacillus menunjukkan pola pertumbuhan yang hampir 
sama. Pertumbuhan semua isolat yang tercekam logam lebih 
rendah dibanding kontrol (pertumbuhan isolat pada media tanpa 
logam). Semua isolat menunjukkan pola pertumbuhan yang relatif 
rendah pada konsentrasi 150 mg/L dibanding konsentrasi 50 dan 
100 mg/L.  
Secara umum tidak terjadi fase lag pada kurva pertumbuhan 
masing-masing kultur Bacillus yang tercekam logam. Kurva 
pertumbuhan semua kultur langsung memasuki fase log sejak 
pengukuran OD jam ke-0. Isolat Bacillus yang digunakan telah 
diuji resistensinya terhadap logam Cr, dengan hasil uji semua 
isolat Bacillus mampu tumbuh dengan baik pada media nutrient 
agar yang mengandung Cr 300 mg/L (Tabel 4.2), sehingga semua 
isolat ketika dikultur pada medium nutrient broth-Cr dengan 
konsentrasi di bawah 300 mg/L  tidak perlu lagi beradaptasi dan 
langsung memasuki fase log. 
Kurva pertumbuhan isolat Bacillus yang tercekam logam Cr 
menunjukkan nilai OD paling tinggi berkisar pada nilai 0,4, baik 
Bacillus S1, SS19, DA11, maupun Bacillus cereus ATCC 1178 
sebagai kontrol. Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan dengan 
nilai OD isolat Bacillus yang dikultur pada medium nutrient broth 
tanpa penambahan logam Cr (0,5 – 0,7). Selain itu, nilai OD juga 
semakin lebih rendah seiring meningkatnya konsentrasi logam Cr 
yang ditambahkan dalam medium. Penurunan nilai OD cukup 
drastis terlihat pada kultur yang ditumbuhkan pada medium 
nutirnet broth-Cr konsentrasi 150 mg/L. Di sisi lain, kultur yang 
ditumbuhkan dalam medium nutrient broth-Cr konsentrasi 50 dan 
100 mg/L tidak terlalu berbeda jauh. Hal ini terjadi pada semua 
kultur, baik Bacillus S1, SS19, DA11, dan B. cereus ATCC 1178 
sebagai pembanding. Hal ini menunjukkan bahwa logam Cr pada 
konsentrasi NB-Cr 50, 100, dan 150 mg/L memberikan efek 
buruk terhadap pertumbuhan isolat Bacillus S1, SS19 dan DA11. 
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Semua kurva pertumbuhan isolat Bacillus menunjukkan pola 
pertumbuhan lebih rendah dibanding kontrol (medium tanpa 
logam Cr). Adanya perbedaan pola pertumbuhan antara kultur 
yang ditumbuhkan pada medium tanpa logam Cr dengan kultur 
pada medium yang ditambah logam Cr mengindikasikan efek 
toksik Cr terhadap pertumbuhan sel terjadi selama 24 jam masa 
inkubasi. Efek toksik berkaitan dengan adanya perubahan materi 
genetik dan reaksi fisiologis serta metabolisme genus Bacillus 
(Losi et al., 1994; Cheng and Li, 2009). Sementara itu, Basu et al. 
(2014) menyebutkan mikroorganisme yang terpapar kromium 
dalam jangka waktu lama dapat menurunkan diversitas mikrobia, 
populasi, dan aktivitas mikroorganisme. 
 
4.4 Penentuan Umur Isolat Bacillus (µ jam) untuk Perlakuan 
Bioremoval 
Umur perlakuan (µ jam) isolat Bacillus untuk bioremoval 
logam Cr ditentukan berdasarkan kurva pertumbuhan. Kurva 
pertumbuhan didapat dari hasil pengukuran OD kultur 
menggunakan spektrofotometer. Umur perlakuan didapatkan 
dengan menghitung sesuai persamaan pada subbab 3.2.5. 
Berdasarkan hasil pengukuran OD (Lampiran 9) dan kurva 
pertumbuhan, secara umum pola pertumbuhan isolat Bacillus 
menunjukkan pola yang hampir sama. Fase lag secara umum 
terjadi pada jam ke-0 sampai ke-5, kecuali pada isolat DA11 yang 
fase lagnya terjadi pada jam ke-0 sampai ke-6 (Gambar 4.6). 
Menurut Prescott (2002),  fase lag merupakan fase yang terjadi 
ketika suatu mikroorganisme ditumbuhkan dalam medium baru, 
biasanya tidak terjadi pertambahan jumlah sel. Pada fase ini, sel 
menyiapkan komponen-komponen untuk proses pembelahan sel, 
seperti sintesis kofaktor, ribosom, dan ATP yang dibutuhkan 
untuk proses pembelahan sel. Sel-sel juga melakukan replikasi 
DNA, meningkatkan massa sel, dan akhirnya membelah.  
Fase lag pada isolat Bacillus terjadi karena isolat Bacillus 
pada mulanya ditumbuhkan di medium nutrient agar, kemudian 
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inokulum dipindahkan ke medium nutrient broth untuk diukur 
kerapatan selnya. Perubahan medium dari padat ke cair 
menyebabkan sel beradaptasi ke jenis medium baru, sehingga 
membutuhkan waktu untuk menyiapkan komponen-komponen 
pembelahan sel. Hal ini sesuai dengan Prescott (2002) yang 
menyatakan inokulasi kultur dari medium yang berbeda dapat 
memperpanjang fase lag (Prescott, 2002). 
Menurut Madigan et al. (2012) lama fase lag dapat lebih lama 
atau lebih cepat, tergantung kondisi inokulum sebelumnya. 
Apabila suatu kultur yang sudah memasuki fase eksponensial 
dipindahkan ke medium baru dengan kondisi yang sama dengan 
sebelumnya, fase lag tidak akan terjadi dan fase eksponensial 
terjadi secara langsung. Sebaliknya, apabila kultur yang sudah tua 
diinokulasi ke medium baru yang sama, terjadi fase lag karena sel 
membutuhkan waktu untuk biosintesis. 
Berdasarkan kurva pertumbuhan yang didapat, diketahui 
umur perlakuan (µ jam) untuk uji bioremoval Bacillus adalah jam 
ke-12, yang ditunjukkan dengan tanda panah pada gambar 4.6. 
Pada jam tersebut telah memasuki fase eksponensial, yaitu suatu 
fase ketika mikroorganisme tumbuh dan membelah pada laju 
maksimal. Pada fase ini, laju pertumbuhan berlangsung konstan. 
Populasi mikroorganisme di fase ini berkembang seragam, baik 
secara fisik maupun kimia, sehingga kultur yang sedang dalam 
fase eksponensial sering digunakan untuk pengujian fisiologis 
maupun biokimia (Prescott, 2002).  
Laju pertumbuhan di fase eksponensial meningkat cepat. Hal 
tersebut dipengaruhi oleh kondisi lingkungan, seperti suhu dan 
komposisi medium kultur. Secara umum, prokariot tumbuh lebih 
cepat dibandingkan mikroorganisme eukariot. Hal ini terjadi 
karena sel berukuran lebih kecil sehingga dapat meningkatkan 
kapasitas penyerapan nutrisi dan pembuangan sisa metabolism 
dibandingkan sel yang berukuran lebih besar, akibatnya 
mempengaruhi laju pertumbuhannya (Madigan et al., 2012). 
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Gambar 4.6 Pola Pertumbuhan Bacillus S1, SS19, dan DA11 
dalam NB 
4.5 Uji Bioremoval Logam Cr 
Uji bioremoval bertujuan untuk mengetahui besarnya 
konsentrasi logam Cr yang dapat di-removal oleh Bacillus dari 
medium kulturnya. Isolat Bacillus berusia µ jam dihitung 
kepadatan selnya dengan haemocytometer dan didapatkan 
kepadatan sel yang akan diuji adalah 9,1.106 sel/ml untuk isolat 
Bacillus S1,  4,3.106 sel/ml untuk isolat Bacillus SS19, dan 
16,3.106 sel/ml untuk isolat Bacillus DA11 (Lampiran 9). 
Kemudian isolat dipapar logam Cr selama 24 jam. 
Konsentrasi logam Cr yang digunakan adalah 100 dan 150 
mg/L. Konsentrasi logam Cr tersebut setelah diukur 
menggunakan AAS (Atomic Absorption Spectroscophy) menurun 
menjadi 1.9 mg/L dan 38.8 mg/L. Penurunan konsentrasi ini 
disebabkan oleh adanya pengkelatan logam Cr pada penyusun 
nutrisi medium nutrient broth. Menurut Sholikah (2013) logam 
memiliki kemampuan berikatan dengan komponen medium 
Nutrient Broth, yaitu pepton dan meat extract. Dari seluruh 
komponen NB, terdapat protein, yang terdiri atas asam amino-
asam amino. Menurut Darmono (1995) dalam Nohong (2010), 
protein yang memiliki sisi-sisi aktif dapat mengikat ion-ion logam 
ataupun senyawa lainnya. Pengikatan pepton (protein) dengan 
logam Cr menyebabkan terbentuknya metaloprotein (Rao et al., 
1998). Pengkelatan ini akan menyebabkan konsentrasi Cr dalam 
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media menurun sehingga perlakuan logam Cr sebagai uji 
bioremoval adalah 1.9 mg/L dan 38.8 mg/L (Tabel 4.3). 
Hasil uji bioremoval menunjukkan bahwa semua isolat 
Bacillus mampu me-removal hampir semua konsentrasi yang 
dipapar 1.9 mg/L, sedangkan pada konsentrasi 38.8 mg/L mampu 
di-removal dan tersisa 18.1 mg/L pada isolat Bacillus S1, 9.7 
mg/L pada isolat Bacillus SS19, dan 9 mg/L pada isolat Bacillus 
DA11. 
 
Tabel 4.3 Bioremoval Logam Cr Oleh Bacillus 
Isolat Konsentrasi 
perlakuan (mg/L) 
Konsentrasi 
terukur AAS* 
Rata-rata 
konsentrasi tersisa 
dalam 
media(mg/L)* 
S1 
100 1.9 < 0.0051 
150 38.8 18.1 
SS19 
100 1.9 < 0.0051 
150 38.8 9.7 
DA11 
100 1.9 < 0.0051 
150 38.8 9 
*Sumber: Laboratorium Pengujian dan Kalibrasi Baristand Industri 
Surabaya 
 
Efisiensi bioremoval Cr konsentrasi 1.9 mg/L semua isolat 
menunjukkan hasil yang sama, yaitu 99.7%, sedangkan pada 
konsentrasi Cr 38.8 mg/L terdapat perbedaan; pada Bacillus S1 
53.3%, SS19 75% dan DA11 76.8% (Tabel 4.4 dan Gambar 4.5).  
Efisiensi bioremoval isolat Bacillus DA11 dan SS19 tidak 
berbeda  jauh, sedangkan isolat Bacillus S1 relatif lebih rendah 
dibanding SS19 dan DA11. Hal ini mengindikasikan isolat 
Bacillus DA11 dan SS19 memiliki kemampuan removal yang 
hampir sama dan lebih tinggi dibanding isolat Bacillus S1. 
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Tabel 4.4 Efisiensi Removal Logam Cr oleh Bacillus 
Isolat Konsentrasi 
awal (mg/L) 
Konsentrasi 
yang tersisa 
(mg/L) 
Konsentrasi 
yang di-
removal 
(mg/L) 
Efisiensi 
removal  
(%) 
S1 1.90 < 0.0051 1.89 99.70 
 
38.80 18.10 20.70 53.30 
SS19 1.90 < 0.0051 1.89 99.70 
 
38.80 9.70 29.10 75.00 
DA11 1.90 < 0.0051 1.89 99.70 
 
38.80 9.00 29.80 76.80 
  
 
Gambar 4.5 Persentase Efisiensi Removal Logam Cr oleh Bacillus 
spp. 
 
Beberapa penelitian menyatakan bahwa logam Cr dapat 
diserap masuk ke dalam tubuh bakteri. Wenbo et al. (2000) 
mengemukakan bahwa Cr6+, dalam bentuk (CrO4)
2-, dapat masuk 
ke dalam sel bakteri melalui jalur sulfat (SO4)
2-. Adanya 
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persamaan struktur antara (CrO4)
2- dan (SO4)
2- menyebabkan 
(CrO4)
2- dapat dengan mudah masuk ke dalam sel bakteri. Di 
dalam tubuh bakteri, Cr6+ yang bersifat toksik direduksi menjadi 
Cr3+ melalui beberapa tahapan. Removal atau reduksi Cr dapat 
dilakukan secara aerobik maupun anaerobik (EPA dalam Thatoi 
eat al., 2014). Bacillus merupakan salah satu mikroba yang dapat 
mereduksi Cr(VI) menjadi Cr(III) (Chirwa and Molokwane, 
2011). Reduksi Cr yang dilakukan oleh Bacillus terjadi secara 
aerobik (Ohtake dalam Thatoi et al., 2014). Proses ini 
membutuhkan oksigen (O2) sebagai elektron aseptor (EPA dalam 
Thathoi eat al., 2014) dan NAD(P)H sebagai elektron donor, 
dengan melibatkan NADH-dehidrogenase yang terletak di 
periplasma (Ngwenya and Chirwa, 2011). Cr(VI) menerima tiga 
elektron dari NADH sehingga Cr(VI) diubah menjadi Cr(III), 
melalui dua tahap. Cr(VI) menerima satu elektron dari molekul 
NADH sehingga menjadi Cr(V), kemudian Cr(V) menerima dua 
elektron sehingga menjadi Cr(III) (Singh et al. dalam Thatoi et 
al., 2014), dengan reaksi sebagai berikut:  
 
Cr6+ + e-        Cr5+  (1) 
 
Cr5+ + 2e-          Cr3+ (2) 
 
Cr(III) selanjutnya terikat ke gugus fungsional bermuatan 
negatif yang ada pada protein di membran sel. Cr(III) juga dapat 
membentuk kompleks dengan membran sel dan kapsul 
eksopolimer yang dapat menghambat masuknya Cr(III) ke dalam 
sitoplasma (McLean and Beveridge dalam Thatoi et al., 2014). 
 
4.6 Uji Viabilitas Bacillus 
Uji viabilitas (daya hidup) dilakukan untuk mengetahui daya 
hidup isolat Bacillus setelah dipapar logam Cr. Berdasarkan hasil 
uji viabilitas, terlihat bahwa semua isolat masih dapat tumbuh di 
medium nutrient agar tanpa logam Cr. Isolat Bacilllus S1 yang 
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dikultur di medium nutrient broth-Cr konsentrasi 50 mg/L 
tumbuh sebanyak 219 CFU dan yang dikultur di medium nutrient 
broth-Cr konsentrasi 100 mg/L tumbuh sebanyak 148 CFU. Isolat 
SS19 yang dikultur di medium nutrient broth -Cr 50 dan 100 
mg/L tumbuh >300 CFU. Isolat DA11 yang dikultur di medium 
nutrient broth -Cr 50 mg/L tumbuh sebanyak >300 CFU dan yang 
dikultur di medium nutrient broth -Cr 100 mg/L tumbuh 
sebanyak 54 CFU. Sementara itu, isolat S1 dan SS19 yang 
dikultur di medium nutrient broth -Cr 150 mg/L tidak, sedangkan 
isolat DA11 tumbuh sebanyak 39 CFU (Tabel 4.5). Dari hasil 
tersebut masing-masing isolat Bacillus mempunyai daya hidup 
setelah dipapar logam Cr pada media nutrient broth -Cr mg/L, 
yang analog dengan pemaparan 38.8 mg/L Cr6+. 
 
Tabel 4.5 Hasil Uji Viabilitas Isolat Bacillus 
Isolat 
Konsentrasi Cr yang dipaparkan (mg/L) 
50 100 150 
S1 219 CFU/ml 148 CFU/ml 
Tidak ada 
pertumbuhan 
SS19 >300 CFU/ml >300 CFU/ml 
Tidak ada 
pertumbuhan 
DA11 >300 CFU/ml 54 CFU/ml 39 CFU/ml 
 
Hasil uji viabilitas juga menunjukkan jumlah koloni yang 
tumbuh semakin sedikit (Tabel 4.5) seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi Cr yang dipaparkan. Bahkan pada isolat Bacillus S1 
dan SS19 tidak tumbuh setelah dipapar 150 mg/L nutrient broth –
Cr (yang analog dengan 38.8 mg/L Cr6+). 
Viabilitas adalah tingkat ketahanan dan kemampuan hidup 
dari suatu organisme pada lingkungan yang baru (Sobariah, 
2007). Viabilitas bakteri berkaitan erat dengan kondisi fisiologis 
sel bakteri, seperti ketersediaan nutrisi yang dibutuhkan yaitu 
sumber O2, C, atau N untuk menunjang metabolismenya, serta 
faktor lingkungan, seperti pH, tekanan osmotik, serta keberadaan 
logam berat (Effendi, 2008). 
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Telah diketahui bahwa logam Cr, khususnya Cr6+, sangat 
berbahaya apabila terdapat di dalam suatu sel. Di dalam sel, Cr6+ 
direduksi menjadi Cr dengan bilangan oksidasi yang lebih rendah, 
seperti Cr5+, Cr4+, atau Cr3+, diikuti dengan pembentukan ROS 
(reactive oxygen species). ROS menyebabkan hasil reduksi Cr6+ 
mempengaruhi fungsi selular melalui kerusakan asam nukleat, 
seperti lepasnya ikatan ganda DNA, DNA-DNA atau DNA-
protein crosslinks; tetapi terdapat beberapa jalur yang dapat 
dilakukan sel untuk mencegah terjadinya hal-hal tersebut. 
Toksisitas Cr6+ dapat dikurangi dengan (1) aktivasi checkpoint 
kerusakan DNA, yang menyebabkan terhambatnya pertumbuhan 
sel untuk memperbaiki dan mencegah supaya kromosom yang 
rusak tidak semakin banyak, (2) sistem pertahanan dengan 
antioksidan, yang dapat menetralkan ROS yang dihasilkan dari 
reduksi Cr6+, dan (3) apoptosis untuk mengurangi sel-sel yang 
mengalami kerusakan berat (Sapojnikova et al., 2007). 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1  Kesimpulan 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat ditarik kesimpulan 
bahwa: 
1. Isolat Bacillus S1, SS19 dan DA11 resisten terhadap
logam Cr6+ pada konsentrasi ≤ 38.8 mg/L, dengan respon
pertumbuhan koloni yang berbeda-beda tiap isolat.
2. Isolat Bacillus DA11 memiliki potensi bioremoval Cr
lebih tinggi dibanding isolat Bacillus S1 dan SS19, yaitu
mampu me-removal logam Cr sebesar 29.8 mg/L dari
konsentrasi awal 38.8 mg/L, dengan efisiensi bioremoval
76.8%.
5.2  Saran 
Untuk mengembangkan potensi resistensi dan bioremoval Cr 
pada Bacillus, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk 
mengoptimalkan bioremoval Cr dalam bioreaktor yang berskala 
lapangan dengan faktor lingkungan yang terkendali. 
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Lampiran 1 : Komposisi Medium NA 
 
Komposisi Medium NA 
 
Peptone …………………… 5.0 gram 
Beef extract ………………. 3.0 gram 
Agar ………………………. 15.0 gram 
Distilled water ……………. 1,000 ml 
Diautoklaf dengan tekanan 121 lb selama 15 menit 
 
(Harley and Prescott, 2002) 
 
 
Lampiran 2: Komposisi Medium NB 
 
 Komposisi Medium NB (pH 7.0) 
 
Peptone …………………… 5.0 gram 
Beef extract ………………. 3.0 gram 
Distilled water ……………. 1,000 ml 
Diautoklaf dengan tekanan 121 lb selama 15 menit 
 
(Harley and Prescott, 2002) 
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Lampiran 3: Skema Kerja 
 
 
 
Persiapan dan subkultur isolat Bacillus 
Uji rekonfirmasi genus Bacillus 
Uji resistensi dan range finding test isolat Bacillus 
Uji viabilitas isolat Bacillus yang tercekam logam Cr 
Penentuan umur perlakuan bioremoval Cr (µ jam) pada isolat 
Bacillus 
Uji bioremoval isolat Bacillus terhadap logam Cr 
Uji viabilitas isolat Bacillus 
Penentuan rancangan penelitian dan analisa data 
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Lampiran 4: Skema Kerja Uji Rekonfirmasi 
 
Pengamatan Morfologi 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pewarnaan Endospora 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Difiksasi di atas kaca preparat 
Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x 
Hasil 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Difiksasi di atas kaca preparat 
Dipanaskan di atas gelas beaker berisi air mendidih 
sambil ditutup kertas saring di atas kaca preparat 
Ditetesi pewarna malachite green dan dibiarkan selama 
5 menit 
 Diambil kertas saring dan dicuci kaca preparat dengan 
akuades selama 30 detik 
Dikering anginkan 
Ditetesi pewarna safranin dan dibiarkan selama 60-90 
detik 
Dicuci kelebihan pewarna selama 30 detik 
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Pewarnaan Gram 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dikering anginkan 
Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x 
Hasil 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Difiksasi di atas kaca preparat 
Ditetesi crystal violet dan didiamkan selama 30 detik 
Dicuci kelebihan pewarna dengan akuades selama 5 
detik dan dikering anginkan 
 Ditetesi iodin dan didiamkan selama 60 detik 
Dicuci kelebihan pewarna dengan akuades selama 5 
detik dan dikering anginkan 
Ditetesi alkohol 95% perlahan selama 15 detik kemudian 
dicuci dengan akuades selama 5 detik 
Ditetesi safranin dan didiamkan selama 60 detik 
Dicuci kelebihan pewarna dengan akuades selama 5 
detik dan dikering anginkan 
Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x 
Hasil 
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Uji Katalase 
 
 
 
 
 
Uji Motilitas 
 
 
 
 
 
 
Uji Fermentasi 
 
 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Diteteskan H2O2 3% di atas kaca preparat dan 
diinokulasikan isolat  
Diamati gelembung yang terbentuk 
Hasil 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Diambil sebanyak satu ujung jarum tanam tajam 
Distab dan slant di medium TSIA miring 
Hasil 
Diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang 
Isolat Bacillus A6, S1, S6, SS19, dan DA11 umur 24 jam 
Diambil sebanyak satu ose 
Diinokulasi ke medium glukosa secara aseptis 
Hasil 
Diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang 
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Lampiran 5: Foto hasil uji rekonfirmasi 
Pengamatan morfologi isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
Gambar 
   
 
Isolat SS19 DA11 
B.cereus ATCC 
1179 
Gambar 
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Pewarnaan endospora isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
Gambar 
   
 
Isolat SS19 DA11 
B.cereus ATCC 
1179 
Gambar 
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Pewarnaan Gram isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
Gambar 
   
 
Isolat SS19 DA11 
B.cereus ATCC 
1179 
Gambar 
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Uji motilitas isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
SS19 DA11 B. cereus
ATCC11
78 
Gambar 
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Uji katalase isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
Gambar 
   
 
 
Isolat SS19 DA11 
B.cereus ATCC 
1179 
Gambar 
   
 
Uji Fermentasi Isolat Bacillus spp. 
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Lampiran 6: Hasil subkultur isolat Bacillus 
Isolat A6 S1 S6 
SS19 DA11 B. cereus 
ATCC11
78 
Gambar 
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Lampiran 7: Data pengukuran OD isolat Bacillus dalam media 
NB 
S1 B.cereus A6 SS19 DA11 S6 Jam-ke 
        
0.012  
        
0.016  
        
0.066  
        
0.064  
        
0.007  
        
0.102  
0 
        
0.021  
        
0.053  
        
0.107  
        
0.100  
        
0.038  
        
0.083  
  
        
0.027  
        
0.080  
        
0.131  
        
0.134  
        
0.033  
        
0.081  
1 
        
0.062  
        
0.080  
        
0.146  
        
0.056  
        
0.055  
        
0.137  
  
        
0.067  
        
0.114  
        
0.117  
        
0.058  
        
0.020  
        
0.262  
3 
        
0.146  
        
0.151  
        
0.213  
        
0.163  
        
0.001  
        
0.265  
4 
        
0.325  
        
0.336  
        
0.353  
        
0.308  
        
0.048  
        
0.323  
6 
        
0.435  
        
0.437  
        
0.464  
        
0.327  
        
0.138  
        
0.467  
8 
        
0.490  
        
0.450  
        
0.465  
        
0.380  
        
0.353  
        
0.489  
10 
        
0.493  
        
0.519  
        
0.533  
        
0.415  
        
0.505  
        
0.422  
12 
        
0.530  
        
0.530  
        
0.576  
        
0.406  
        
0.546  
        
0.433  
14 
        
0.580  
        
0.763  
        
0.630  
        
0.403  
        
0.569  
        
0.578  
16 
        
0.601  
        
0.783  
        
0.669  
        
0.492  
        
0.597  
        
0.522  
18 
        
0.628  
        
0.784  
        
0.681  
        
0.535  
        
0.676  
        
0.531  
20 
        
0.655  
        
0.802  
        
0.680  
        
0.533  
        
0.658  
        
0.584  
22 
        
0.658  
        
0.827  
        
0.692  
        
0.558  
        
0.713  
        
0.591  
24 
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Lampiran 8: Data pengukuran OD isolat Bacillus tercekam logam 
Cr 
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Lampiran 9: Perhitungan umur perlakuan bioremoval (µ jam) dan 
perhitungan jumlah sel/ml 
Perhitungan Umur Perlakuan Bioremoval (µ jam) Isolat Bacillus 
  
Jadi, umur perlakuan bioremoval isolat Bacillus adalah 12 jam. 
 
Perhitungan Jumlah Sel/ml 
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Lampiran 10: Perhitungan pembuatan stok logam Cr 200 mg/L 
700 ml 
       
 
140 mg K2Cr2O7 ditambahkan akuades hingga volume 700 ml. 
 
Lampiran 11: Perhitungan pembuatan medium NB-Cr @ 50 ml 
untuk bioremoval 
Konsentrasi 
Perhitungan Pengenceran Stok 
Logam Cr 
NB yang 
Ditambahkan 
50 mg/L 
 
 
 
37.5 ml 
100 mg/L 
 
 
 
25 ml 
150 mg/L 
 
 
12.5 ml 
100 ppm larutan stok 
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Lampiran 12: Hasil uji bioremoval logam Cr 
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Lampiran 13: Hasil uji viabilitas isolat Bacillus 
Isolat 
Konsentrasi Cr yang Dipaparkan 
50 100 150 
S1 
 
 
 
 
 
 
SS19 
 
 
 
 
 
 
DA11 
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Abstrak— Kromium (Cr) tergolong logam berat yang 
dapat masuk ke lingkungan melalui limbah industri sehingga 
mencemari lingkungan. Telah diketahui terdapat bakteri 
resisten Cr yang diisolasi dari limbah yang mengandung logam 
Cr. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui resistensi dan 
viabilitas Bacillus yang tercekam Cr. Uji resistensi Bacillus 
dilakukan pada medium nutrient agar yang mengandung 
K2Cr2O7 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L. Uji viabilitas Bacillus 
dilakukan pada 3 isolat yang dipilih dari uji resistensi. Isolat 
tersebut dikategorikan lebih resisten dari isolat yang lain. Uji 
viabilitas dilakukan pada media nutrient broth yang 
mengandung K2Cr2O7 50, 100, dan 150 mg/L. Kepadatan sel 
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 600 nm selama 24 jam. Hasil penelitian 
menunjukkan isolat Bacillus resisten pada medium nutrient 
agar yang mengandung logam Cr pada konsentrasi ≤ 250 mg/L. 
Pola pertumbuhan isolat Bacillus yang tercekam logam Cr 
relatif lebih rendah dibandingkan kontrol. Semakin tinggi 
konsentrasi Cr yang digunakan, semakin rendah pola 
pertumbuhan Bacillus. 
 
Kata Kunci—Bacillus, kromium (Cr), resistensi, viabilitas. 
I. PENDAHULUAN 
OGAM  berat adalah suatu istilah yang digunakan untuk 
sekelompok logam dan metaloid dengan densitas atom 
lebih dari 5g/cm3, sebagian besar bersifat toksik, tidak dapat 
didegradasi [1], sehingga selalu ada di lingkungan dalam 
keadaan persisten [2]. Salah satu logam berat yang 
berbahaya adalah kromium (Cr) [3], walaupun Cr dalam 
konsentrasi yang rendah [4]. 
Sebagian besar introduksi kromium ke lingkungan 
diakibatkan oleh kegiatan antropogenik. Kromium telah 
banyak digunakan dalam berbagai macam industri, seperti 
industri penyamakan kulit, electroplating [5], serta industri 
cat dan tekstil [6].  Penggunaan kromium yang semakin 
meluas dan tidak diimbangi dengan pengolahan limbah 
industri yang baik menyebabkan limbah industri yang 
mengandung kromium akan dilepas begitu saja ke 
lingkungan [2], sehingga dapat mencemari lingkungan. 
Beberapa bakteri resisten terhadap kromium, di 
antaranya Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, 
Deincoccus, Shewanella, Agrobacterium, Escherichia, dan 
Thermus [7]. Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam 
Cr antara lain melalui mekanisme reduksi Cr (VI) 
ekstraseluler dan intraseluler, pengurangan penyerapan 
melalui jalur sulfat, dan pompa Cr(VI) [8]. Bakteri anggota 
genus Bacillus dapat melakukan bioremoval terhadap logam 
Cr dengan menurunkan valensi dari Cr VI menjadi Cr III 
sehingga toksisitas logam Cr tersebut menjadi berkurang [5]. 
Merkuri dan kromium adalah logam berat yang bersifat 
toksik walaupun dalam konsentrasi sangat rendah [9]. Isolat 
Bacillus merupakan bakteri yang diisolasi dari Sungai 
Kalimas Surabaya, telah diketahui merupakan bakteri 
resisten merkuri [10], dan secara enzimatis mampu 
menurunkan kadar merkuri dari media kulturnya [11]. Selain 
itu, isolat tersebut juga diketahui resisten terhadap logam 
Hg, Cd, Pb, dan Cu [12]. Isolat Bacillus belum diketahui 
resistensi dan viabilitas ketika tercekam logam Cr sehingga 
diharapkan isolat Bacillus juga resisten terhadap kromium. 
II. METODOLOGI PENELITIAN 
A. Uji Resistensi Isolat Bacillus Terhadap K2Cr2O7 
Isolat Bacillus umur 24 jam dengan kode S1, S6, SS19, 
DA11, A6, dan Bacillus cereus ATCC 1178 sebagai kontrol 
ditumbuhkan di pada media nutrient agar-K2Cr2O7 dengan 
metode continue streak plate. Konsentrasi K2Cr2O7 yang 
digunakan adalah 0.1 ppm. Kultur diinkubasi selama 24 jam 
pada suhu ruang. Koloni yang tumbuh merupkana isolat 
yang resisten terhadap K2Cr2O7. Uji resistensi dilanjutkan 
dengan konsentrasi Cr 50 mg/L sampai 300 mg/L. Koloni 
yang tumbuh merupakan isolat yang resisten terhadap logam 
Cr. 
B. Uji Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam K2Cr2O7 
Satu ose isolat diinokulasi secara aseptis ke dalam 20 ml 
media nutrient broth yang mengandung K2Cr2O7 dengan 
konsentrasi  50, 100, dan 150 mg/L dan diinkubasi selama 
24 jam di atas rotary shaker. Sebanyak 20 ml kultur 
ditambahkan ke dalam 180 ml media nutrient broth dengan 
konsentrasi  Cr 50, 100, dan 150 mg/L dan diinkubasi 
selama 24 jam di atas rotary shaker. Kepadatan sel diukur 
optical density (OD)nya dengan spektrofotometer UV-Vis (χ 
= 600 nm).  Pengukuran OD dilakukan setiap setengah jam 
dari jam ke-0 sampai dengan jam ke-4, setelah jam ke-4 
dilakukan pengukuran setiap 2 jam. Data pengukuran OD 
ditampilkan dalam bentuk kurva dengan sumbu x sebagai 
waktu pengukuran dan sumbu y sebagai nilai OD yang 
didapat. 
Viabilitas Bacillus S1, SS19 dan DA11 pada 
Medium yang Terpapar Logam Kromium (Cr) 
Adisya P. N. Sari dan Dr. Enny Zulaika, MP. 
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh 
Nopember (ITS) 
Jl. Arief Rahman Hakim, Surabaya 60111 Indonesia 
e-mail: enny@bio.its.ac.id 
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III. HASIL DAN DISKUSI
A. Resistensi dan Bacillus Terhadap K2Cr2O7
Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan
resistensi isolat Bacillus pada medium yang mengandung 
logam berat Cr. Hasil uji resistensi menunjukkan bahwa 
isolat dapat tumbuh pada medium yang mengandung 
K2Cr2O7 sampai dengan konsentrasi 300 mg/L. Semua isolat 
dapat tumbuh dengan baik karena pertumbuhan koloni 
mengikuti pola streak yang dibuat secara penuh (Tabel 1). 
Tabel 1. 
Resistensi Bacillus Terhadap K2Cr2O7 
Isolat 
Bacillus 
Pertumbuhan isolat Bacillus spp. pada medium 
yang mengandung K2Cr2O7 (mg/L) 
0.1 50 100 150 200 250 300 
A6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
DA11 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S1 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
SS19 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
B. 
cereus 
+++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
Koloni Bacillus dapat tumbuh dengan baik pada medium 
yang mengandung logam Cr pada konsentrasi ≤ 100 mg/L, 
dan  kemampuan pertumbuhan koloni isolat Bacillus 
mengalami penurunan seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi logam Cr dalam medium. Koloni Bacillus 
tumbuh cukup baik pada konsentrasi 150 - 300 mg/L, 
kecuali koloni isolat A6 dan S6 yang tumbuh kurang baik 
pada konsentrasi 250 dan 300 mg/L. 
Mekanisme resistensi  Bacillus diatur oleh operon chlrA1 
dan gen chrA yang diduga merupakan transpoter Cr(VI). 
Operon chlrA1 dan gen chrA telah diketahui merupakan 
inducible genes, yaitu gen yang akan terekspresi dalam 
kondisi tertentu. Adanya penambahan Cr ke dalam medium 
pertumbuhan menyebabkan aktifnya gen chrA. Ekspresi dari 
kedua gen tersebut adalah suatu protein transporter (chrA1) 
yang dapat mengeluarkan kromat dari dalam sel 
menggunakan proton-motive force sehingga chrA1 
bertanggung jawab terhadap sifat resistensi Bacillus 
terhadap Cr [13]. 
Berdasarkan hasil uji resistensi tersebut dipilih tiga 
isolat yang lebih resisten dibandingkan isolat lain ,yaitu 
Bacillus S1, SS19 dan DA11. Konsentrasi K2Cr2O7 yang 
dipilih (range finding test) adalah tiga konsentrasi di bawah 
konsentrasi maksimal, yaitu 50, 100, dan 150ppm.  
B. Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam K2Cr2O7
Pola pertumbuhan Bacillus yang tercekam logam Cr
digunakan untuk mengetahui daya hidup isolat uji pada 
media nutrient broth yang terpapar logam K2Cr2O7 dengan 
konsentrasi 50, 100, dan 150 mg/L. Daya hidup isolat uji 
dapat dilihat dari pola pertumbuhan pada Gambar 1 sampai 
Gambar 4. 
Gambar 1. Kurva pertumbuhan Bacillus S1 
Gambar 2. Kurva pertumbuhan Bacillus SS19 
 Gambar 3. Kurva pertumbuhan Bacillus DA11 
Gambar 4. Kurva pertumbuhan Bacillus cereus ATCC 1178 
Berdasarkan pola pertumbuhan pada Gambar 1 sampai 4, 
isolat Bacillus menunjukkan pola pertumbuhan yang hampir 
sama. Pertumbuhan semua isolat yang tercekam logam lebih 
rendah dibanding kontrol (media tanpa logam). Semua isolat 
menunjukkan pola pertumbuhan yang relatif rendah pada 
konsentrasi 150 mg/L dibanding konsentrasi 50 dan 100 
mg/L. 
Secara umum tidak terjadi fase lag pada kurva 
pertumbuhan masing-masing kultur Bacillus yang tercekam 
logam. Kurva pertumbuhan semua kultur langsung 
memasuki fase log sejak pengukuran OD jam ke-0. Isolat 
Bacillus yang digunakan telah diuji resistensinya terhadap 
logam Cr, dengan hasil uji semua isolat Bacillus mampu 
tumbuh dengan baik pada media nutrient agar 300 mg/L 
(Tabel 1), sehingga semua isolat ketika dikultur pada 
medium nutrient broth yang mengandung Cr dengan 
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konsentrasi di bawah 300 mg/L  tidak perlu lagi beradaptasi 
dan langsung memasuki fase log. 
Kurva pertumbuhan isolat Bacillus yang tercekam 
logam Cr menunjukkan nilai OD paling tinggi berkisar 0,4, 
baik S1, SS19, DA11, maupun Bacillus cereus ATCC 1178 
sebagai kontrol. Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan 
dengan nilai OD isolat Bacillus yang dikultur pada medium 
tanpa penambahan logam Cr, dengan nilai OD 0,5 – 0,7. 
Nilai OD juga semakin lebih rendah seiring meningkatnya 
konsentrasi logam Cr yang ditambahkan dalam medium. 
Penurunan nilai OD paling signifikan terlihat pada kultur 
yang ditumbuhkan pada medium nutrient broth yang 
mengandung Cr konsentrasi 150 mg/L. Kultur yang 
ditumbuhkan dalam medium nutrient broth yang 
mengandung K2Cr2O7 konsentrasi 50 dan 100 mg/L hampir 
tidak berbeda, antara kultur S1, SS19, DA11, dan B. cereus 
ATCC 1178 sebagai control positif. Hal ini menunjukkan 
bahwa logam K2Cr2O7 pada konsentrasi  50, 100, dan 150 
mg/L memberikan efek penghambatan terhadap 
pertumbuhan isolat Bacillus. 
Semua kurva pertumbuhan isolat Bacillus yang terpapar 
kromium menunjukkan pola pertumbuhan yang lebih rendah 
dibanding kontrol. Adanya perbedaan pola pertumbuhan 
antara kultur yang ditumbuhkan pada medium tanpa logam 
Cr dengan kultur pada medium yang ditambah logam Cr 
mengindikasikan efek toksik Cr terhadap pertumbuhan sel 
terjadi selama 24 jam masa inkubasi [14]. Efek toksik 
tersebut berkaitan dengan adanya perubahan materi genetik 
dan reaksi fisiologis serta metabolisme Bacillus. [15]-[14]. 
Mikroorganisme yang terpapar kromium dalam jangka 
waktu lama dapat menurunkan diversitas mikrobia, populasi, 
dan aktivitas mikroorganisme tersebut [16]. 
 
IV. KESIMPULAN 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat 
disimpulkan bahwa: 
  
1) Isolat Bacillus S1, SS19, dan DA11 resisten terhadap 
kromium pada media nutrient agar-kromium 
konsentrasi ≤ 250 ppm. 
2) Pola pertumbuhan Bacillus S1, SS19, DA11 dan 
Bacillus cereus yang ditumbuhkan di medium nutrient 
broth tanpa K2Cr2O7 relatif lebih tinggi dibandingkan 
pola pertumbuhan Bacillus yang ditumbuhkan di 
medium nutrient broth-K2Cr2O7. 
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PENDAHULUAN 
Latar Belakang 
Cr tergolong logam berat yang toksik, walaupun dalam 
konsentrasi rendah 
(Velasques & Dunsen, 2009; Nriagu & Nieboer, 1998) 
Cr banyak digunakan dalam industri tanpa pengolahan limbah 
yang baik (Yun-guo et al., 2008; Laxman & More, 2001) 
Cr(VI) yang terlepas ke lingkungan bersifat karsinogenik 
(Yun-guo et al., 2008) 
Beberapa bakteri diketahui resisten terhadap Cr(VI), antara 
lain Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Deinococcus, 
Shewanella, Agrobacterium, Escherichia, dan Thermus (Ohtake 
et al., 1987).  
Isolat Bacillus spp. diketahui resisten terhadap 
merkuri (Zulaika et al., 2012), dan secara enzimatis 
mampu menurunkan kadar merkuri dari media 
kulturnya (Zulaika and Sembiring, 2014) 
Isolat Bacillus spp. belum diketahui resistensi dan 
kemampuan bioremovalnya terhadap logam Cr  
Permasalahan 
1. Apakah semua isolat Bacillus spp. juga resisten terhadap logam 
berat kromium? 
2. Jika resisten, bagaimana potensi isolat tersebut dalam 
meremoval logam Cr? 
Batasan Masalah 
1. Isolat yang digunakan untuk uji resistensi adalah isolat Bacillus spp. kode 
isolat A6, S1, S6, SS19, DA11, dan Bacillus cereus ATCC 1178 
2. Kromium yang digunakan senyawa potasium dikromat (K2Cr2O7), salah 
satu bentuk Cr valensi VI 
3. Konsentrasi Cr VI dianalisis dengan AAS χ = 357.9 nm (Monteiro et al., 
2002) 
4. Konsentrasi Cr yang digunakan untuk uji bioremoval sesuai range finding test 
Tujuan 
1. Mendapatkan isolat Bacillus yang resisten terhadap Cr 
2. Mengetahui kemampuan Bacillus dalam melakukan bioremoval 
terhadap logam Cr 
Manfaat 
Manfaat dari penelitian ini adalah diharapkan mendapat isolat 
Bacillus yang dapat dimanfaatkan sebagai agen bioremoval logam 
Cr dan dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai agen bioremediasi 
lahan tercemar Cr yang ramah lingkungan 
METODOLOGI 

Persiapan dan Subkultur Isolat Bacillus 
spp. 
Stok kultur A6, 
S1, S6, SS19, 
DA11, Bacillus 
cereus ATCC 1178 
Diinokulasi 
secara aseptis 
Diinkubasi 
selama 24 jam 
suhu ruang 
Isolat yang tumbuh 
Uji Resistensi Bacillus Terhadap 
Logam Cr 
Subkultur 
Diinokulasi 
secara aseptis 
Diinkubasi 
selama 24 jam 
suhu ruang Isolat yang resisten 
logam Cr 
Medium NA – K2Cr2O7  
0.1 ppm 
Range Finding Test Bacillus Terhadap 
Logam Cr 
Isolat yang resisten 
logam Cr 
Diinokulasi 
Diinkubasi 
selama 24 jam 
suhu ruang 
Isolat yang 
resisten 
Medium NA – K2Cr2O7  
50, 100, 150, 300 ppm 
Konsentrasi logam 
Cr untuk uji 
bioremoval: tiga 
level di bawah 
konsentrasi maks. 
Dipilih 3 isolat yang lebih 
resisten dibanding isolat lain 
Uji Viabilitas Isolat Bacillus yang 
Tercekam Logam Cr 
Satu 
ose 
isolat 
20 ml NB 
Diinkubasi di 
rotary shaker, 24 
jam, 100 rpm 
20 ml kultur + 80 ml NB 
20 ml kultur + 180 ml 
NB-Cr 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker, 24 
jam, 100 
rpm 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker, 24 
jam, 100 
rpm Diukur Optical Density 
χ = 600 nm; jam ke-0 
sampai ke-24 Dibuat kurva 
pertumbuhan  
Penentuan Umur Perlakuan Bioremoval 
Cr (µ jam) pada Isolat Bacillus 
Satu 
ose 
isolat 
20 ml NB 
Diinkubasi di 
rotary shaker, 24 
jam, 100 rpm 
20 ml kultur + 80 ml NB 
20 ml kultur + 180 ml 
NB 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker, 24 
jam, 100 
rpm 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker, 24 
jam, 100 
rpm Diukur Optical Density 
χ = 600 nm; jam ke-0 
sampai ke-24 
Dibuat kurva 
pertumbuhan  
µ jam 
Tak 
Taw 
µ jam 
Keterangan: 
µ : umur kultur ketika diperlakukan 
a : fase log akhir 
b : fase log awal  
Kurva pertumbuhan dibuat untuk kultur kontrol (tanpa logam) dan kultur dalam 
medium yang mengandung logam konsentrasi sesuai range finding test   
Uji Bioremoval Isolat Bacillus spp. 
Terhadap Logam Cr 
Pembuatan Larutan Stok K2Cr2O7 
Pembuatan Kultur Starter 
Perlakuan Pemaparan Logam Cr 
Pengukuran Konsentrasi Logam Cr yang Diremoval 
Pembuatan Larutan Stok K2Cr2O7  200 mg/L  
100 ml akuades 
200 ppm larutan 
stok 
20 mg K2Cr2O7 
Pembuatan Kultur Starter 
Satu 
ose 
isolat 
20 ml NB 
Diinkubasi di 
rotary shaker, 20 
jam, 100 rpm 
20 ml kultur + 80 ml NB 
45 ml kultur + 180 ml 
NB 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker, 20 
jam, 100 
rpm 
Diinkubasi 
di rotary 
shaker µ 
jam, 100 
rpm 
Dihitung kepadatan 
sel hingga mencapai 
106 sel / ml 
Perlakuan Pemaparan Logam Cr 
225 ml kultur usia µ jam 
Dituang ke dalam 9 botol 
@ 50 ml 
Ditambah logam 
Cr dengan 
konsentrasi X1, 
X2, dan X3 ppm 
sesuai range 
finding test 
Kultur dalam NB - K2Cr2O7  
konsentrasi sesuai range 
finding test Diinkubasi di rotary 
shaker, 24 jam, 100 rpm 
Pengukuran Konsentrasi Logam Cr yang Diremoval 
50 ml kultur yang telah 
dipapar logam Cr 
konsentrasi X1, X2, dan 
X3 ppm 
Disentrifugasi 4000 rpm, 
20 menit 
Dipisah natant dan 
supernatant 
Dimasukkan dalam 
tabung reaksi, ditambah 
10 tetes HNO3 
Dipanaskan pada 
suhu ≤ 85°C selama 
10 menit 
Diukur panjang 
gelombang dengan 
AAS χ = 357.9 nm  
0,5 ml untuk 
Viabilitas 
49,5 ml kultur 
dengan logam Cr 
R   = konsentrasi Cr(VI) yang diremoval; Ko = konsentrasi awal Cr(VI) dalam 
medium tanpa inokulum  Ka = konsentrasi akhir Cr(VI) pada filtrat medium setelah 
dipisah dai pellet Bacillus; E = efisiensi removal logam Cr(VI) 
Pengukuran Konsentrasi 
Logam Cr yang Diremoval 
Efisiensi Removal Logam Cr 
Uji Viabilitas Bacillus spp. 
100 µl kultur yang telah 
dipapar logam Cr Dituang di cawan Petri 
dan dituang NA tanpa 
logam 
Dicampur dengan 
gerakan sirkuler 
membentuk angka 8 
Diinkubasi selama 24 
jam dalam suhu ruang 
Viabilitas ditentukan dari metode CFU (colony forming unit). 
Jika koloni yang tumbuh >300 maka dilakukan pengenceran 
hingga didapat koloni yang tumbuh antara 30 – 300 CFU 
Analisis Data 
Uji 
Resistensi 
Uji 
Viabilitas 
Metode 
Kualitatif Uji 
Bioremoval 
Logam Cr 
Metode 
Kuantitatif 
Analisis data dengan ANOVA 
(Analysis of  Variance) 
dengan α = 5%           jika 
ada perbedaan dilanjutkan 
dengan uji beda nyata 
terkecil (BNT) 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Uji Rekonfirmasi Isolat Bacillus 
Bergey’s Manual Determinative 
Bacteriology (Holt et al., 1994) 
Karakter Kunci Bacillus* 
Isolat 
A6 DA11 S1 S6 SS19 
Berbentuk basil + + + + + 
Gram positif + + + + + 
Endospora + + + + + 
Katalase + + + + + 
Aerob-Fakultatif Anaerob + + + + + 
Motil + + + + + 
Kemoorganotrof + + + + + 
Resistensi dan Range Finding Test Isolat 
Bacillus Terhadap Logam Cr 
Isolat 
Bacillus 
Pertumbuhan isolat Bacillus pada medium yang 
mengandung K2Cr2O7 (mg/L) 
0.1 50 100 150 200 250 300 
A6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
DA11 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S1 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
S6 +++ +++ +++ ++ ++ + + 
SS19 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
B. cereus +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
Keterangan:  +++ (baik), ++ (cukup baik), + (kurang baik) 
Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam Logam Cr 
Kurva Pertumbuhan Bacillus S1 Kurva Pertumbuhan Bacillus SS19 
Kurva Pertumbuhan Bacillus DA11 Kurva Pertumbuhan Bacillus cereus 
Penentuan Umur Perlakuan (µ jam) Isolat 
Bacillus untuk Bioremoval 
Uji Bioremoval Logam Cr 
Konsentrasi Perlakuan 
(mg/L) 
Konsentrasi Terukur 
AAS* 
100 1.9 
150 38.8 
*Sumber: Laboratorium Pengujian dan Kalibrasi Baristand Industri Surabaya 
Isolat 
Konsentrasi 
awal (mg/L) 
Konsentrasi 
yang Tersisa 
(mg/L) 
Konsentrasi 
yang 
Diremoval 
(mg/L) 
Efisiensi 
removal  
(%) 
S1 1.9 0.0051 1.89 99.7 
38.8 18.1 20.70 53.3 
SS19 1.9 0.0051 1.89 99.7 
38.8 9.7 29.10 75.0 
DA11 1.9 0.0051 1.89 99.7 
38.8 9.0 29.80 76.8 
Konsentrasi berpengaruh 
signifikan terhadap 
persentase efisiensi bioremoval 
 
Jenis isolat tidak 
berpengaruh signifikan 
terhadap persentase efisiensi 
bioremoval 
Uji Viabilitas Bacillus 
Isolat 
Konsentrasi Cr yang dipaparkan (mg/L) 
50 100 150 
S1 219 CFU 148 CFU 
Tidak ada 
pertumbuhan 
SS19 >300 CFU >300 CFU 
Tidak ada 
pertumbuhan 
DA11 >300 CFU 54 CFU 39 CFU 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat ditarik kesimpulan 
bahwa: 
• Semua isolat Bacillus yang digunakan dalam penelitian 
resisten terhadap logam Cr pada konsentrasi ≤38.8 mg/L, 
dengan respon pertumbuhan koloni yang berbeda-beda tiap 
isolat 
• Isolat Bacillus DA11 memiliki potensi bioremoval lebih tinggi 
dibanding isolat lain, yaitu sebesar 99.7% dari konsentrasi 
awal 1.9 mg/L dan 76.8% dari konsentrasi awal 38.8 mg/L 
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